MICROMORFOLOGIA Y ESTRUCTURA DE LA CUBIERTA SEMINAL DE CUATRO
ESPECIES DE LOASACEAE JUSS. PRESENTES EN VENEZUELA
Eliana Noguera' & Damelis Jduregui®

REsumo

(Micromorfologia y estructura de la cubierta seminal de cuatro especies de Loasaceae Juss. presentes en
Venezuela) Se realizé el estudio morfol6gico y anatémico dc la cubierta seminal de Gronovia scandens L.,
Klaprothia fasciculaia (Presl.) Poston & Nowicke, Menizelia aspera L., y Nasa triphylla (Juss.) Weigend,
especies pertenecientes a las Loasaceae. El estudio se Ilev6 a cabo con material fresco y material herborizado.
La caracterizacién morfol6gica se realiz6 bajo microscopio estcreosedpico. Para la earacterizacion histolégica
se obtuvieron secciones transversales y longitudinales las cuales se estudiaron bajo un microscopio 6ptico,
adicionalmente se realizaron pruebas histoquimicas. La mieromorfologfa de la cubierta seminal fue observada
en un microscopio electrénico dc barrido. Se encontraron diferencias en el tamaiio, color y forma de las
semillas, con las cuales se puedc diferenciar ficilmente cada una de las especies. En el estudio de la
microescultura y la anatomia dc la cubierta seminal también sc observaron rasgos espeeificos que permiten
diferenciar las cuatro especies cstudiadas.

Palavras-chave: Loasaccac, cubicrta scminal,

ABSTRACT

(Seed coat micromorphology and strueture of four species of Loasaceae Juss. present in Venezucla) Was
carricd out thc morphological and anatomical study of the seed coat of Gronovia scandens L., Klaprothia
fascicnlata (Presl.) Poston & Nowicke, Mentzelia aspera L., and Nasa triphylla (Juss.) Weigend, species
belonging to the Loasaceae. The study was carried out with fresh matcerial fresh and herbarium matcrial, The
characterization morphologicul was carricd out low microscope estcreose6pico. For the characterization
histological transverse and longitudinal sections those were obtained which were studied under an light
microscope, additionally they werce carried out histochemical assays. The micromorphology of the sced coat
was obscrved in a seanninig clectronic microscope. They were differences in the size, color and it forms of the
sceds, with which it can differ cach one of the species easily, In the study of the microsculpturing and the
anatomy of the seed coat specific features werc also observed that allow to differentiate the four studied
speeics.

Key-words: Loasaccac, seed coat.
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IINTRODUCCION

Loasaceac, se distingue de otras familias
relacionadas, por sus tricomas de forma
multicelular y usualmentc urticantes, por los
variados tipos de estaminodios, por los pétalos
frecuentemente céncavos y las cdpsulas
valvadas, espiraladas (Lawrence 1989). Esta
familia incluye aproximadamente 20 géneros
y 325 especies distribuidas principalmente a lo
largo de América, y solo dos géneros fuera
del continente, el género Kissenia con dos
especies en el sur oeste de Africa, sur de
Arabia y Somalia, y ¢l género Plakotliira con
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tres especies en las Islas Marquesas de
Polinesia (Dandy 1926; Weigend 2002). En
Venczuela, la familia estd representada por
cuatro géneros (Gronovia, Klaprotlia,
Mentzelia y Nasa) y 11 especies, con
distribucién principalmente al norte y en la zona
andina, En la actualidad luego de reevaluaciones
realizadas por Weigend (1997) para el género
Nasa, las especies del género Loasa presentes
en Venezuela se incluyeron dentro dcl género
Nasa.

De acuerdo a la clasificacién propuesta
por Weigend (1997), Loasaceae estd conformada
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por cuatro subfamilias: Gronovioideae,
Loasoideae, Mentzelioideae y Petalonychoideae.
En el presente trabajo se estudiarin las
especies Grouovia scandens (Gronovioideae),
Klaprothia fasciculata (Loasoideae),
Mentzelia aspera (Mentzelioideae) y Nasa
triphylla (Loasoideae). En Venezuela no se
han realizado investigaciones con relacién a la
morfologia y/o la anatomia de las semillas de
las especies de la familia Loasaceae; sin
embargo, a nivel mundial existen trabajos sobre
la semilla, pero basados exclusivamente en la
cubierta seminal; en tales estudios se ha
demostrado que la morfologia de 1a semilla, en
este grupo, tiene importancia taxonémica (Hill
1976; Poston & Shetler 1984; Hufford 1988).
Ademis de su importancia reproductiva y
taxonémica, las semillas de las especies de
Loasaceae, tienen importancia medicinal, ya
que estudios quimicos has demostrado que
especies pertenecientes a las subfamiljas
Loasoideae y Mentzelioideae presentan
iridoides, (Kooiman 1974; Sgren, et al. 1981;
Miiller et al. 1999); estos compuestos estin
siendo empleados farmacolégicamente para
sintetizar ingredientes activos promisorios en
el tratamiento del cincer y del HIV (Mglgard
et al. 2001). Ademis de esto, exploradores y
botanicos reportaron que semillas del género
Meuizelia fueron importantes en la dieta de
los aborigenes americanos nativos en el
noroeste, centro y suroeste de los Estados
Unidos (Hill 1976).

Dada la importancia citada y sumado al
hecho de que han sido poco estudiadas las
semillas de las especies Gronovia scaudens,
Klaprothia fasciculata, Mentzeliq aspera, y
Nasa triphylia, se justifica emprender este
estudio, con el fin de conocer en detalle la
anatomia de las mismas y detectar caracteres

con posible valor taxonémico para la familia
Loasaceae.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé principalmente con material de
los herbarios (MY) Y MERF); las colecciones
utilizadas fueron las siguientes: Gronovia
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scandeus P. Montaldo 3648 (MY); Klaprothia
Jasciculata LR.T. & J.A.D. 11798 (MERF);
Mentzelia aspera L. Céardenas 1941 MY)y
Nasa tripliylla C.E. Bénitez 1737 (MY).
También se usé material de colecciones
propias.

Para estudiar las caracteristicas
morfolégicas de las semillas de cada especie
se utilizé material fijado en FAA y material de
herbario. Para determinar el tamafio de las
semillas se midi6 el largo y el ancho de las
mismas con papel milimetrado, bajo el
microscopio estereoscépico. La descripcion de
la forma de las semillas y la textura de sus
superficies se realizé siguiendo la terminologia
propuesta por Lindley (1951). El color de las
semillas se determiné con la carta de colores
Methuen Handbook of Colour de Komerup &
Wanscher (1978).

Para la realizacién del estudio histolégico
de cada una de las especies, se extrajeron
manualmente, las semillas de los frutos
maduros y se seleccionaron tres semillas por
especie, provenientes de diferentes colecciones.
En el caso de G. scandens las semillas no
fueron extraidas de los frutos, debido a lo
delicada de la cubierta seminal de las mismas
Y a su dificil separacién del fruto. Una vez
seleccionadas las semillas se hidrataron durante
24 horas en agua destilada, luego se colocaron
en agua-glicerina (1: 3) durante 72 horas.
Posteriormente se hirvieron por 10 minutos en
agua destilada y fueron colocadas en etanol
50% durante tres horas. Seguido se realiz6 la
deshidratacién de las muestras con una serie
ascendente de alcohol butilico terciario (TBA),
luego se infiltré e incluyé en paraplast (Johansen
1940). Después de incluido el material; se
procedi6 a seccionarlo entre 7-10 Hm en el
micrétomo de rotacién. Las secciones se tifieron
con azul de toluidina acuosa al 0,05%, sin
desparafinar previamente (Sakai, 1973) y se
montaron en bdlsamo de Canad4, obteniendo
asi ldminas permanentes. Todas las ldminas
preparadas fueron observadas en un
microscopio éptico marca Leitz, modelo HM-
LUX3, realizando descripciones cualitativas.
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Cubierta seminal de Loasaceae

Para efectuar las pruebas histoquimicas se
utilizaron liminas con seccioncs sin tefiir. Las
secciones se cubrieron con los reactivos
correspondientes para cada prueba. Para
identificar lignina se utiliz6 floroglucinol al 1 %
en etanol al 96 %, para ello se adicion6 una
gota de floroglucinol sobre la seccién y luego
se le adicioné deido clorhidrico, se deteet6 la
presencia de este compuesto por la aparicién
de una coloracién roja (Roth 1964). En el easo
de almid6n se us6 yodo yoduro de potasio, la
molécula de este componente al penetrar en
el almidén lo colorea de violeta a negro (Roth
1964). Se detect6 la presencia de lipidos con
Sudan 1V, preparando este tltimo con etanol
al 80%, la presencia de sustancias grasas se
detecta por la aparicién de un color naranja
(Johansen 1940).

Para el estudio de la micromorfologfa de
la cubierta seminal, se tomaron de muestras
de frutos maduros y de herbario, dos semillas
por cada especie. Una vez selcccionadas las
semillas fueron mctalizadas con una capa de
15-35 nm de oro-paladio en un metalizador Bal-
Tec SCB 050. Posteriormente fueron
observadas y fotografiadas en un microscopio
electrénico de barrido Hitachi S-2300.

RESULTADOS

Las semillas de las cuatro especies
estudiadas, presentan rasgos diferentes en
cuanto a su morfologfa y anatomia, que
permiten su ficil reconocimicnto.

En cuanto a las caracterfsticas
morfol6gicas de las semillas estudiadas se
pueden sefialar que ¢l tamaiio de las semillas
es variable, sin embargo, tienden a ser
pequeifias; las semillas de mayor tamaiio son
las de G. scandens de 3 mm de largo x 1,7
mm de ancho y las de menor tamaiio son las
de K. fasciculata de 0,8 mm de largo x 0,5
mm de ancho, con valores intermedios N.
triphylla 1-1,5 mm de largo x 0,5-0,8 mm de
ancho y M. aspera de 2,5-2,8 mm de largo x
1,2-1,4 mm dc ancho, es importantc dcstacar
que cn el caso de G. scandens solo sc presenta
una semilla por fruto, a diferencia de las otras
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especies donde se presentan varias semillas
por fruto; en este ultimo caso, se observé en
ocasiones, ligeras variaciones dc la forma entre
las semillas de un mismo fruto. Con relacién a
la forma en G. scandens y N. triphylla las
semillas son ovoides, en K. fasciculata son
de forma clipsoidal y en M. aspera son
piriformes. En cuanto al eolor G. scandens se
diferencia del resto por su tono verde grisdceo
y se observa la dominaneia del color marrén,
en K. fasciculata las semillas son marrén
claro, en M. aspera son marrén y en N.
triphylla son marrén oscuro. La forma de las
semillas, aunada a cualquiera de las otras dos
caracteristicas permite diferenciar las cuatro
especies; a pesar de que las semillas de G.
scandens y N. triphylla son ovoides.

En cuanto a la micromorfologia de las
semillas, destacan las siguientes caracteristicas
para cada una de las especies: En las semillas
de G. scandens se observan suaves
depresiones irregulares (Fig. 1 y 2). En el caso
de las semillas de K. fasciculata la superficie
de la cubierta seminal se distingue por
presentar células alargadas longitudinalmente,
con estriaciones perpendiculares al eje mayor
de las mismas y células papilosas distribuidas
al azar (Fig. 3) asimismo, se debe destacar que
en uno de los extremos de la semilla este patrén
cambia, observindose las células con la
superficie ligeramente verrucosa (Fig. 4). Con
relacién a la cubierta seminal de M. aspera,
estd presenta células alargadas dispuestas en
hileras, las cuales a su vez presentan
estriaciones perpendiculares, que terminan en
forma tubcreulada (Fig. 6) principalmente hacia
los extrcmos de las semillas (Fig. 5). Y cn las
scmillas de N. triphylla la superficie de la
cubierta seminal es reticulada, con células
poligonales, de diferentes tamaiios y contornos
ligeramente ondulados (Figs. 7 y 8).

En cuanto a los caracteres cstructurales
en las semillas de G. scandens la testa estd
conformada por dos capas (Fig. 9). La
primera capa de células parenquimatosas,
isodiamétricas, relativamente grandes con las
paredes periclinales externas ligeramentc
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Cubierta seminal de Loasaceae

convexas y las paredes anticlinales rectas. La
segunda capa de células parenquimatosas
relativamente pequefias, de diferentes tamaiios,
de menor espesor que las células de la primera
capa. En estas capas no se observé reaccién
a las pruebas histoquimicas realizadas (Tabla
1). En las semillas de K. fasciculata: la testa
estd constituida por una capa de células con
paredes y cuticula engrosadas, donde unas
paredes periclinales externas son rectas y otras
convexas, presentando estas tltimas aspecto
papiloso (Fig. 10), y contenido citoplasmético
denso. Luego se presentan de varias capas de
células largas, con su eje mayor paralelo a la
superficie y con engrosamientos reticulados de
la pared, presentando un patrén de
organizaci6n distinto al de la pared de las
células de la capa externa (Fig. 11). Las
paredes de estas Ultimas capas reaccionaron
positivamentc a la prueba de lipidos (Tabla 1).
En cuanto a las semillas de M. aspera la testa
estd conformada por una capa muy delgada
dc células con contornos irregulares (Fig. 12).
Seguido sc observa una capa de células con
las parcdes periclinales externas convexas y
gruesas, las paredes anticlinales con forma de
omega invertida, y contenido citoplasmético
denso; estas células reaccionaron positivamcnte
a la prueba de almid6n (Tabla 1) y en las paredes
periclinales internas de las mismas se detect6
la presencia de lipidos. Inmediatamente, se
observan 2-3 capas de tcjido parenquimético,
donde las células tienen paredes delgadas,
contenido citoplasmético denso y niicleos
grandes (Fig. 12). Y para las semillas de N,
triphylla se observé que la cubierta seminal
estd constituida por una capa de células de formas
y tamaiios difcrentes con paredes ligeramente

5

engrosadas y contenido citoplasmdtico
relativamente denso. Las paredes periclinales
externas son irregulares y las paredes
anticlinales se observan rectas o curvas. Lo
irregular de la forma de las células de esta capa,
hace que el margen no sea homogénco (Fig.
13). Las paredes anticlinales de esta capa
reaccionaron levemente a la prueba de lipidos
(Tabla 1) y en algunas células se observé
reacci6n a la prueba de almid6n. Luego de esta
capa siguen 2-4 capas de células
parenquimatosas de menor tamafio que las de
la capa anterior, con paredes relativamente
gruesas y contenido citoplasmdtico denso (Fig.
13), en ellas se detect6 la presencia de almid6n
(Tabla 1).

Como se observa en la Tabla 1, en
ninguna de las semillas estudiadas se detect6
la presencia de lignina y se podrfa decir que la
presencia de lipidos fue comin a las especies
con excepcion de G. scandens.

DiscusioN

Las semillas de las cuatro especies
estudiadas mostraron caracterfsticas
particulares. A nivel macroscépico se pueden
diferenciar ficilmente las semillas por su
tamafio, forma y color. El tamafio registrado
para G. scandens, K. fasciculata, M. aspera
y N. triphylla coincide con lo sefialado por
Avendaiio (1999) para estas especies.

Con relaci6n al tamaiio de las semillas
Lindorf et al. (1991) seilalaron que las scmillas
pequeiias estdn, por lo general, presentes en
la mayoria dc las plantas herbéceas; lo cual
coincide con las espccics aquf estudiadas, ya
que estas son plantas herbiccas y presentan
scmillas pcqueiias.

Tabla 1- Reaccién ante las pruebas histoqufmicas realizadas en la cubierta seminal de cuatro especies de

Loasaceae, presentes en Venezuela.

Especie Almidén

Lipldos Lignina

Gronovia scandens -
Klaprothia fasciculata -
Mentzelia aspera +
Nasa triphylla +

Presencia (+) / Ausencia (-).
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Lindorf er al. (1991) y Werker (1997)
indicaron que la disminucién en el nimero de
semillas por fruto conduce probablemente a
un incremento en el tamafio de las mismas,
relaci6n esta, que se evidencia en las semillas
de G. scandens. Sin embargo, al comparar
las semillas de K. fasciculata y N. triphylla,
no se evidencia esta relaci6n, entre el nimero
de semillas y su tamaiio, ya que N. triphylla
presenta mayor nimero de semillas por fruto
y semillas de mayor tamaiio que las de K.
fasciculata.

Los resultados referentes a la forma de
las semillas difieren de lo sefialado por

g y »
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Secciones transversales
segunda capa (sc). 10- K. fasciculata, ca
engrosamientos reticulados en 1a pared (ce). 12-
con forma de omega (co), células parenquimil
variables en forma y tamafio (cv) células paren

de la cubierta seminal de cuatro especies de Loasaceae. 9- G. s
pa de paredes gruesas (indicadas con flech
M. aspera células de contornos irregul
ticas de paredes delgadas (indicado
quimiticas pequefias (cp).
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candens, primera capa (pc) y
a). 11- K. fasciculata células con
ares (indicados con flecha), células
con llave). 13- N. triphylla células

Avendaiio (1999) quien considera que las
semillas de K. fasciculata son oval-obovoides
y las de M. aspera son de forma irregular.
Segtin Werker (1997) la forma de la semilla
estd determinada genéticamente, pero es
finalmente moldeada por el espacio disponible
dentro del fruto, y ademds indicé que la forma
puede jugar un papel crucial en su dispersién.

Con relacién al color Werker (1997)
menciond que la mayoria de las semillas
maduras son de varios matices de marrén a
negro, tal como se observé en las semillas de
K. fasciculata, M. aspera y N. triphylla, y
que menos comiinmente son de color gris, tal
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Cubierta seminal de Loasaceae

como se observé en G. scandens. De igual
forma sefialé Werker (1997) que el color de
las semillas, similar al del suelo donde crecen
puede ayudar en el camuflaje de las semillas
para protegerlas de los depredadores. Es
importante destacar que para la determinacién
del color de la semilla, esta dcbe estar madura,
ya que el color puede ser variable dependiendo
de su estado de desarrollo.

También la micromorfologia y el arreglo
histol6gico de la cubierta seminal aportan
diferencias para la identificacién de los taxa
estudiados.

En cuanto a la micromorfologia se puede
seialar que la ornamentacién de la cubierta
scminal de células alargadas con estriaciones,
observada en M. aspera coincide con la
presentada por Thompson & Powcll (1981),
para esta misma especie; y con la hallada por
Hill (1976) para las especies M. incisa, M.
floridana y M. texana. Siendo estas especies
y M. aspera miembros de la Seccién
Ewmentzelia, 1o cual posiblcmente indica que
la ornamentacién de la superficie de la cubierta
seminal en este género, ticne importancia
taxonémica.

La escultura reticulada, con contornos
ondulados observada en N. triphylla, coincide
con lo sefialado por Hufford (1988) para las
semillas de las especies Loasa bergii, L.
incana y L. rudis (estas cspecies actualmente
son consideradas dentro del género Nasa).
Ambos resultados hacen presumir que el patrén
reticulado ticnde a ser comtin entre las especies
dc cste género. Sin embargo, para la
determinacién especffica, parece tener
importancia la ornamentacién de la superficie
de la pared periclinal externa, o lo quc segin
Barthlott (1981) es la escultura sccundaria.

Poston & Nowicke (1990) considcraron
para la rcevaluacién dc los géneros Klaprothia
y Sclerothrix, 1a ornamentacién dc la cubierta
seminal como carédcter de importancia
taxonémica para su identificacién. Estos
autores seiialaron que la cubierta scminal de
K. fasciculata es reticulada, con cstriaciones
perpendiculares al eje longitudinal de la semilla;
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coincidiendo sus resultados con lo scitalado cn
este estudio para dicha especie.

Corncr (1976) seiial6 para las semillas de
la familia Loasaceae, quc éstas provicnen dc
6vulos unitegumentados y la testa no
multiplicativa, lo cual podria explicarlo delgada
de la testa en cada una de las semillas
estudiadas.

De todas las semillas estudiadas las de
G. scandens presentaron la testa con la
estructura mas sencilla, lo cual podria deberse
en parte, a que el fruto le proporciona
proteccién al embrién; en relacién a esto
Lindorf et al. (1991) mencionaron que en los
frutos monospermos la proteccién del embrién
es realizada bdsicamente por las paredes del
fruto, ya que la cubierta seminal se presenta
muy poco desarrollada. Adicionalmente,
sefialaron que en estos casos lo dificil de la
separaci6n de la cubierta seminal del pericarpio,
hace quc sca conveniente tratar el conjunto
como un todo indiviso, situacién ésta que se
present6 en las semillas de G. scandens.
Debido a estd condicion, es posible que en las
semillas de G. scandens, el fruto sea también
su medio de dispcrsion.

Lindorf et al. (1991) seiialaron que en
algunas semillas la barrera mas importante a
la impermeabilidad no parece ser la cuticula
sino, el arreglo compacto quc ofrecen algunas
capas celulares, ocurriendo quizds estd
situacién cn K. fasciculata donde claramente
se obscrva la disposicién cntramada de las
células de la segunda y tercera capa.

Con relacién a las prucbas histoquimicas
en la literatura no se cncontraron trabajos que
sciialen datos sobre la composicién quimica de
la testa dc las especies de la familia Loasaceae.

La presencia dc lipidos observada en las
scmillas (Tabla 1) podrfa actuar como
mecanismo de proteccién y rcgulador dc la
permeabilidad. La presencia de almidén puede
servir como fuente de reserva para cl
crecimicnto del embri6n,

Es evidente que cn cstas cuatro especies
confluyen diferentes estrategias para la
proteccion del embrién.
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CONCLUSION

En conclusién se puede sefialar que los
resultados obtenidos coinciden y demuestran
lo sefialado por Poston & Shetler (1984), y
Hufford (1988) quienes refieren la importancia
taxonémica de la semilla en la familia
Loasaceae, y que tal como lo sefial6 Werker
(1997) la anatomfa de la cubierta seminal puede
servir como una ayuda en la identificacién y
taxonomia a nivel especifico. Por consiguiente
las cuatro especies estudiadas pueden ser
ficilmente identificadas o separadas por medio
de las caracteristicas morfolégicas,

micromorfol6gicas y estructurales de la
cubierta seminal.
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